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Priprava in strukturna karakterizacija tumorskega označevalca Trop2 z uporabo 
delno glikoziliranih mutiranih oblik  
Povzetek:  
Trop2 je transmembranski glikoprotein, ki se pogosto povečano izraža na površini 
rakastih celic epitelijskih tkiv. Vključen je v celično signaliziranje, katerega začetna 
stopnja je njegova proteolitska cepitev, sprožitev in pa natančen potek pa še ni 
popolnoma razjasnjen. Končni učinek prenosa signala vodi k povečani proliferaciji. 
V okviru magistrskega dela smo želeli podrobneje strukturno okarakterizirati Trop2 in 
sicer preko določitve kristalne strukture njegovega zunajceličnega dela (Trop2EX). 
Pripravili smo delno glikozilirane mutirane oblike Trop2EX, da bi z zmanjšanim 
obsegom heterogene glikozilacije dobili kemijsko bolj homogen vzorec. V luči tega 
smo z ugasnitvijo izbranih glikozilacijskih mest pripravili štiri delno glikozilirane 
oblike Trop2EX in se po meritvah DLS odločili za eno izmed njih (Trop2EX(1X3X)). 
Gre za obliko Trop2EX, ki ima mutirani drugo in četrto glikozilacijsko mesto (mutaciji 
N120Q in N208Q). Protein smo očistili, končen vzorec pa je vseboval dve različno 
glikozilirani obliki Trop2EX. Z analizo proteolitske stabilnosti smo pokazali, da naš 
vzorec ne vsebuje zaznavnih količin kontaminirajočih proteaz, ki bi lahko cepile 
izpostavljene regije polipeptidne verige in negativno vplivale na integriteto proteina.  
Izvedli smo presejalne kristalizacijske teste ter identificirali osnovne kristalizacijske 
pogoje, ki smo jih optimirali z namenom doseganja boljše difrakcijske kvalitete. 
Ločljivost, do katere sipajo kristali, smo želeli izboljšati tudi s post-kristalizacijsko 
obdelavo in sicer preko kontrolirane dehidracije kristalov. Najboljše kristale, ki so sipali 
do ločljivosti 2,8 Å, smo dobili z uporabo kristalizacijskega aditiva EDTA. Prostorska 
skupina je P 43 2 2. 
Fazni problem smo rešili z molekulsko zamenjavo z uporabo znane strukture EpCAM 
(zunajcelični del – EpEX). Ugotovili smo, da so v asimetrični enoti 4 molekule oz. 
podenote, ki tvorijo dva dimera. Strukturo Trop2EX smo delno rešili in izpilili; nekatere 
regije je potrebno ponovno zgraditi, za nekatere pa je elektronska gostota trenutno tako 
slaba, da njihove strukture ne moremo zgraditi. S primerjavo te strukture s strukturo 
EpEX smo ugotovili, da sta si strukturi relativno podobni (RMSD poravnanih atomov 
Cα = 1,94 Å), a v nekaterih regijah so prisotne določene razlike, še posebej v orientaciji 
N-končne domene glede na preostali del molekule. Ob tem je vzorec disulfidnih vezi v 
N-končni domeni identičen pri obeh proteinih, isto velja tudi za tiroglobulinsko 
domeno. Za dimerizacijo so ključne interakcije med aminokislinskimi ostanki β-ploskve 
in največje zanke tiroglobulinske domene, pri tem pa gre v največji meri za solne 
mostičke; podobno velja tudi za dimer EpEX. Delno rešena struktura je dobra osnova za 
končno celotno strukturo zunajceličnega dela Trop2. 
Ključne besede: Trop2, kristalizacija, X-ray, struktura, EpCAM 
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Preparation and structure characterization of tumour marker Trop2 using 
partially glycosylated mutants 
Abstract:  
Trop2 is a transmembrane glycoprotein often overexpressed in cancer cells of epithelial 
origin. It is involved in cell signaling which starts with it’s proteolytic cleavage, 
however trigger and detailed mechanism remains poorly understood. The signaling 
results in enhanced cell proliferation. 
In order to structurally characterize Trop2 we set on to determine the crystal structure of 
Trop2 extracellular region (Trop2EX). We prepared four partially glycosylated mutants, 
aiming to reduce glycosylation-associated heterogeneity, and managed to obtain a 
protein sample of only two species. The selection of the mutant form Trop2EX(1X3X), 
which has mutated second and fourth glycosylation sites (mutations N120Q and 
N208Q), was additionally justified using DLS. Purified protein sample consists of two 
differently glycosylated forms of Trop2EX(1X3X). Analysis of protein stability shows 
that protein isn’t a subject of proteolysis by any of the possibly contaminating proteases 
that could cleave protein and negatively influence protein integrity. 
By crystallization screening we identified crystallization conditions and optimized them 
aiming to reach good diffraction quality. In an attempt to improve resolution we also 
performed controlled post-crystallization dehydration of protein crystals. Best resolution 
was achieved by adding crystallization additive EDTA. Space group of crystallized 
protein is P 43 2 2. 
Phase problem was solved with molecular replacement by using known structure of 
EpCAM (extracellular region – EpEX). Each asymmetric unit contains four molecules 
of Trop2EX that form two dimers. We partially solved and refined structure of 
Trop2EX. Some regions of protein need to be re-built, electron density of other regions 
is weakly defined, thus the structure of such regions cannot be built. Structures of 
Trop2EX and EpEX are relatively similar (RMSD of aligned Cα atoms equals 1,94 Å). 
Biggest difference between two proteins is in orientation of N-terminal domain in 
comparison to the rest of the molecule. Disulphide bond pattern in N-terminal domain 
and thyroglobulin domain is identical in both proteins. Important aminoacid residues for 
formation of Trop2EX dimer are located on β-sheet and thyroglobulin loop. Most 
significant interactions between those residues are salt bridges, same applies to EpEX. 
Partially solved structure of Trop2 is good foundation to determine whole structure of 
protein.  
Keywords: Trop2, crystallization, X-ray, structure, EpCAM 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
A280 absorbanca pri 280 nm 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
APS amonijev persulfat 
bp bazni par 
CBB barvilo Commassie Brilliant Blue 
Da Dalton, 1/12 mase atoma 
12
C 
dH2O destilirana voda 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukelinska kilsina 
dNTP deoksiribonukleotid trifosfat 
DTT ditiotreitol [(2S, 3S)-1,4-bis-sulfonilbutan-2,3-diol] 
E. Coli Escherichia Coli 
EDTA etilendiamintetraacetat 
EpEX zunajcelični del EpCAM 
EtBr etidijev bromid 
F/R smerni/protismerni (ang. forward/reverse) 
FPLC tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. fast protein liquid 
chromatography) 
g gravitacijski pospešek 
HEPES 2-[4-(hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonska kislina 
IMAC afinitetna kromatografija preko imobiliziranih kovinskih ionov (ang. immobilized 
metal ion affinity chromatography) 
IPTG izopropil-β-D-tiogalaktopiranozid 
LB lizogensko gojišče (ang. lysogeny broth) 
LD nanšalno barvilo za AGE 
MES 2-(N-morfolino)etansulfonska kislina 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PEG polietilen glikol 
PIP2 fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat 
rpm obrati na minuto 
Ta temperatura prileganja 
TEMED N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin 
Tm temperatura tališča 
Tris 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol 
Trop2EX zunajcelični del Trop2 
UV ultravijolična svetloba 
V volumen 
wt divji tip 
X-gal 5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid 
 
  
vi 
 
Oznake aminokislin 
Enočrkovna oznaka Tričrkovna oznaka Ime 
A Ala alanin 
C Cys cistein 
D Asp aspartat 
E Glu glutamat 
F Phe fenilalanin 
G Gly glicin 
H His histidin 
I Ile izolevcin 
K Lys lizin 
L Leu levcin 
M Met metionin 
N Asn asparagin 
P Pro prolin 
Q Gln glutamin 
R Arg arginin 
S Ser serin 
T Thr treonin 
V Val valin 
W Trp triptofan 
Y Tyr tirozin 
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1 Uvod 
1.1 Trop2 
Trop2 (ang. Trophoblast antigen 2) [1] je transmembranski glikoprotein, ki je poznan tudi kot 
EGP-1 [2], M1S1 [3], TACSTD2 [4] in GA733-1. Zadnje poimenovanje je povezano z 
družino proteinov GA733 v katero poleg Trop2 spada še njegov paralog EpCAM. Proteina sta 
si sekvenčno 48,5 % identična in 66 % podobna [5]. Poravnava njunih aminokislinskih 
zaporedij je prikazana na sliki 1.  
1.2 Zgradba Trop2 
Trop2 je sestavljen iz signalnega peptida, N-končne zunajcelične regije, transmembranske in 
C-končne znotrajcelične regije. Na površini celic je najverjetneje v obliki homodimera, kar je 
bilo pokazano za homologen protein EpCAM [6,7]. 
N-končna zunajcelična regija vsebuje 248 aminokislinskih ostankov. Na njej se nahajajo N-
končna domena, tiroglobulinska domena in C-končna domena. Pred N-končno domeno se 
nahaja 26 aminokislin dolg signalni peptid, ki se odcepi. Zunajcelični del Trop2 vsebuje tri 
disulfidne mostičke in štiri glikozilacijska mesta [5]. 
Transmembranska regija je sestavljena iz 23 aminokislinskih ostankov dolge α-vijačnice [8]. 
C-končni znotrajcelični del Trop2 je sestavljen iz α-vijačnice, na kateri se nahaja regija HIKE, 
kamor se veže PIP2 [9]. Na znotrajceličnem delu Trop2 se nahaja Ser303, ki je lahko 
fosforiliran, kar vpliva na strukturo znotrajceličnega dela. Fosforilacija aminokislinskih 
ostankov je povezana s prenosom signala [8,10]. 
 
Slika 1: Aminokislinska poravnava zaporedij Trop2 in EpCAM. Z vijolično barvo je označen signalni peptid, z 
modro so označena glikozilacijska mesta, z rumeno tiroglobulinska domena, z rdečo transmembranska 
regija, z zeleno regija HIKE, s sivo pa regiji za vezavo α-aktinina. Slika je prirejena po McDougall in sod., 2015 
[11]. 
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1.3 Izražanje Trop2  
Gen za Trop2 se nahaja na kromosomu 1p32. Znotraj samega gena ni intronov, zato je zelo 
verjetno nastal z retrotranspozicijo gena za EpCAM [4,11]. 
Trop2 je bil odkrit na površini trofoblastov [1], kasneje pa v večini epitelijskih tkiv. Normalno 
je povečano izražen v fazi diferenciacije in razvoja mnogih epitelijskih tkiv ter organov 
sesalcev [12]. Njegovo pomanjkanje v fazi razvoja lahko vodi do nepopolnega razvoja 
organov [13]. V majhnem merilu ga najdemo na površini matičnih celic in epitelijskega tkiva. 
Povečano je izražen pri mnogih oblikah raka epitelija. Odkrit je bil pri raku pljuč [14], 
debelega črevesa [15], dojk [16], trebušne slinavke [17], želodca [18], prostate, jajčnikov 
[19], materničnega vratu [20], žolčnika [21], ustne votline [22] in grla [23]. Pri vseh oblikah 
raka, kjer je Trop2 povečano izražen, je možnost preživetja znatno manjša [24]. Trop2 je 
povezan s povečano proliferacijo in migracijo celic ter rastjo tumorja [12]. Zaradi vseh teh 
lastnosti je tumorski marker Trop2 zelo privlačna tarča za zdravljenje raka.  
Vnetni citokin TNF-α (ang. tumor necrosis factor alpha) v majhnih količinah pripomore pri 
celični migraciji in invaziji raka. S svojim delovanjem poveča izražanje Trop2 preko signalne 
poti MAPK/ERK. V večjih količinah je TNF-α toksičen za rakave celice [25]. 
1.4 Mehanizem delovanja Trop2 
Trop2 interagira z veliko proteini, nastale interakcije pa v celici sprožijo signalne poti, ki v 
večini primerov privedejo do proliferacije, rasti celic in povečani sposobnosti preživetja 
(izogibanje apoptozi). 
1.4.1 Interakcija s klavdini 
Trop2, podobno kot EpCAM, interagira s klavdinom-1 in -7. Celice z okvarjenim genom za 
Trop2 so imele zelo nizko raven klavdina-1 in -7, ob okužbi z lentivirusom z genom za Trop2 
pa se je njihova raven povečala. Vezava klavdina-1 in -7 na Trop2 je pomembna za njun 
prenos na membrano in izogib razgradnji preko ubikvitin-proteasomske poti [26,27]. 
Določene mutacije na genu za Trop2 privedejo do nepopolne formacije tesnih celičnih stikov 
in sicer zaradi nesposobnosti tvorbe interakcij s klavdinoma-1 in -7. To je značilno za 
recesivno avtosomno kapljično distrofijo – GLDL (ang. Gelatinous drop-like dystrophy), kjer 
protein laktoferin prehaja epitelijsko bariero, kar vodi v nastanek proteinskih agregatov 
[26,28].  
1.4.2 Interakcija s PKC 
Na znotrajceličnem delu Trop2 se nahaja regija HIKE na kateri je Ser303, ki ga fosforilira 
protein kinaza C (PKC) [2]. Delovanje PKC stimulirajo kalcijevi ioni, pozitiven učinek na 
njeno aktivnost pa ima tudi diacilglicerol (DAG) in fosfolipidi. Pokazano je bilo, da se na 
regijo HIKE veže PIP2 [9]. PIP2 hidrolizira, pri hidrolizi nastaneta inozitol trisfosfat (IP3) in 
DAG. IP3 se veže na receptor IP3R, ki deluje kot kalcijev kanalček na membrani 
endoplazemskega retikuluma in v celici poviša koncentracijo kalcijevih ionov. Zaradi 
povečane koncentracije kalcijevih ionov in DAG, aktivirana PKC nato sproži nadaljnji prenos 
signala, ki aktivira kinazo RAF, ki je udeležena v signalno pot MAPK/ERK. Fosforilacija 
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transkripcijskih faktorjev vpliva na izražanje proteinov celičnega cikla, kar vodi do povečane 
proliferacije (slika 2b) [29]. 
Znotrajcelični del Trop2 inhibira delovanje PKCδ. Interakcija med proteinoma poteka med 
pozitivno nabitimi aminokislinskimi ostanki znotrajceličnega del Trop2 in negativno nabitimi 
aminokislinskimi ostanki PKCδ [30]. 
1.4.3 Cepitev Trop2  
Trop2 je podvržen regulirani cepitvi. V prvem koraku zunajcelični del Trop2 cepi proteaza 
TACE. Nato kompleks γ-sekretaze cepi Trop2 znotraj transmembranske domene. 
Znotrajcelični del Trop2 se odcepi iz membrane in se veže na β-katenin, s katerim se prenese 
v jedro, kjer vpliva na transkripcijo različnih genov (protoonkogen c-myc), ki v končni fazi 
privedejo do povečane celične proliferacije [31]. Odcepljeni znotrajcelični del po neznanem 
mehanizmu poveča fosforilacijo proteina ERK [32], ki privede do povečanega izražanja 
proteinov celičnega cikla in zmanjšanega izražanja regulatorja celičnega cikla proteina p27 
(slika 2a). Mutacije v zaporedju Trop2 na mestih regulirane cepitve preprečijo ta proces [31]. 
 
Slika 2: Mehanizem delovanja Trop2. A) Regulirana cepitev Trop2 s TACE in γ-sekretazo. Odcepljeni 
znotrajcelični del po neznanem mehanizmu poveča fosforilacijo proteina ERK (del signalne poti MAPK/ERK), 
ki vpliva na izražanje proteinov celičnega cikla. Odcepljeni znotrajcelični del se lahko veže na β-katenin in 
vpliva na izražanje protoonkogena c-myc; B) PIP2 se veže na fosforiliran Ser303 in hidrolizira v IP3 in DAG. 
IP3 se veže na IP3R, kar privede do sprostitve kalcijevih ionov iz ER v citosol, kar poveča aktivnost PKC; C) 
IGF-1 interagira s Trop2. Ne pride do prenosa signala kot pri vezavi IGF-1 na IGF-1R, zato se ne sproži signalna 
pot PI3K/AKT. Slika je prirejena po McDougall in sod., 2015 [11]. 
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1.4.4 Vezava IGF-1 
Inzulinu podobni rastni faktor (IGF-1) se lahko veže  na receptorje (IGF-1R) ali vezavne 
proteine (IGFBP1-7). Z vezavo na receptor se sproži signalna pot PI3K/AKT, preko katere se 
povečata proliferacija in rast celic, zmanjša pa se zmožnost za sprožitev apoptoze. IGFBP 
delujejo kot antagonisti IGF1-R. Nanje se veže IGF-1, vendar ne pride do sprožitve signalne 
kaskade. Z vezavo IGF-1 na Trop2, ne pride do sprožitve signalne poti (slika 2c). V tem 
primeru Trop2 deluje kot zaviralec tumorske rasti, čeprav se ga obravnava kot onkogen [33]. 
1.4.5 Epitelijsko-mezenhimski prehod 
Epitelijsko-mezenhimski prehod (EMT) je proces pri katerem epitelijske celice izgubijo svojo 
polarnost in adhezijske stike s sosednjimi celicami in dobijo značaj mezenhimskih celic. EMT 
se pojavlja pri običajnih procesih v telesu kot sta celjenje ran in tvorba mezoderma ter pri 
metastaziranju rakavih celic. Prihaja do sprememb v izražanju markerjev posameznega tipa 
celic. Epitelijske celice izražajo E-kadherin, medtem ko mezenhimske celice ne, vendar pa so 
pri njih izraženi N-kadherin, vimentin in fibronektin [34]. 
Pri raku mehurja povečano izražanje Trop2 privede do povečanega metastaziranja rakavih 
celic, medtem ko je pri zmanjšanem izražanju Trop2 zmožnost metastaziranja bistveno 
manjša. Pojavijo se razlike v izražanju markerjev. Pri zmanjšanem izražanju Trop2 je prisoten 
E-kadherin, pri povečanem pa vimentin [35]. 
EMT je proces, v katerega je udeležena signalna pot PI3K/AKT. Zmanjšano izražanje Trop2 
privede do manjše količine fosforiliranega proteina Akt, ki je ena izmed signalnih molekul te 
poti (slika 3). Celokupna količina proteina Akt je enaka kot pri normalnem izražanju Trop2, 
povečana pa je količina proteina PTEN, ki deluje kot zaviralec signalne poti, kar pomeni da je 
Trop2 udeležen v procesu EMT [35,36].  
 
Slika 3: Delovanje Trop2 na signalno pot PI3K/AKT, ki je udeležena v EMT proces. Zmanjšana količina Trop2, 
privede do povečanega izražanje inhibitorja PTEN, kar vodi do inhibicije prenosa signala, zaradi zmanjšane 
količine fosforiliracije proteina AKT. Slika je prirejena po Li in sod., 2017 [35]. 
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1.5. Trop2 kot terapevtska tarča 
Trop2 je potencialna terapevtska tarča pri zdravljenju rakavih obolenj. Najbolj učinkovito 
ciljanje na rakava obolenja, kjer je povečano izražen Trop2 je s konjugati protiteles, ki se 
vežejo na Trop2. 
1.5.1 Konjugati protiteles 
Sacituzumab govitecan je konjugat protitelesa, ki se veže na Trop2 s topoizomeraznim 
inhibitorjem SN-38, ki je nanj vezan preko povezovalca CL2A. Protitelo se veže na Trop2, 
kjer pride do cepitve povezovalca. Topoizomerazni inhibitor učinkuje na topoizomerazo. V 
celici prihaja do poškodb na DNA. Za delovanje zdravila je potrebno povečano število Trop2 
na površini celic, kar je značilno za rakave celice. Neželeni učinki delovanja zdravilne 
učinkovine sta diareja in nevtropenija, ki sta neželena učinka delovanja topoizomeraznega 
inhibitorja SN-38, tako da samo protitelo ne povzroča neželenih učinkov.  Učinkovina je bila 
testirana pri mnogih vrstah raka, kjer običajne terapije niso učinkovale. Trenutno je zdravilo v 
tretji klinični fazi testiranja pri trojno negativnem raku dojk [37,38,39]. 
RN927C je konjugat protitelesa z inhibitorjem mikrotubulov, derivatom avristatina. V 
kliničnih študijah je prišlo do precej zapletov z zdravilom, ki se je na koncu izkazalo za bolj 
nevarno in manj učinkovito kot Sacituzumab govitecan [40,41]. 
Delovanje v nanodelce zajetega doksorubicina povezane s protitelesom, ki se veže na Trop2, 
je bolj učinkovito na rakave celice kot brez protitelesa. To velja za rak trebušne slinavke in 
trojno negativni rak dojk, pri katerem je povečano izražen Trop2 (približno 80 % tovrstnih 
rakov) [42]. 
1.6 EpCAM 
Epitelijska celična adhezijska molekula (EpCAM) je transmembranski glikoprotein, ki se 
izraža na površini epitelijskih in matičnih celic. Povečano se izraža pri mnogih različnih 
epitelijskih oblikah raka [43].  
EpCAM tvori cis-dimere (slika 4) na površini iste celice. Sposoben je tvorbe tetramera s cis-
dimerom sosednje celice. Do dodatne stabilizacije povezave pride zaradi vezave α-aktinina na 
C-končni znotrajcelični regiji EpCAM [44,45].  
EpCAM ima več vezavnih partnerjev. Tako kot pri Trop2 tudi EpCAM interagira s 
klavdinom-1 in -7, kar privede do akumulacije kompleksa zunaj površine tesnih celičnih 
stikov, kjer sicer delujeta ta dva proteina. Tvorba kompleksa v celicah poveča proliferacijo 
[46].  
EpCAM je podvržen regulirani in alternativni cepitvi. Regulirana cepitev se začne s cepitvijo 
zunajceličnega dela EpCAM s TACE, kateri sledi cepitev z γ-sekretazo. Znotrajcelični del 
EpCAM se odcepi od membrane, kar sproži signalno pot preko katere se poveča izražanje 
določenih genov, kot je protoonkogen c-myc [47]. Alternativna cepitev poteče na C-končni 
domeni zunajceličnega dela EpCAM. Sledi cepitev z γ-sekretazo, ki lahko poteče na dveh 
mestih, nastaneta pa lahko dva različna produkta cepitve [48].  
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Struktura EpCAM je že bila določena z rentgensko difrakcijo in sicer z uporabo EpCAMΔ, ki 
ima mutirana vsa glikozilacijska mesta (slika 4). EpCAM sestavljajo N-končna zunajcelična 
regija, ki je sestavljena iz N-končne domene, tiroglobulinske domene in C-končne domene, ki 
se nahaja v bližini membrane, transmembranske regije in C-končne znotrajcelične regije. 
Zvitje proteina sodi v mešani tip (razred α+β) [6]. 
 
Slika 4: Struktura EpCAM [6].  
N-končna domena je sestavljena iz β-ploskve, ki jo sestavljajo trije antiparalelni β-trakovi. 
Domena nima hidrofobnega jedra, stabilizirana je s tremi disulfidnimi vezmi (Cys27-Cys46, 
Cys29-Cys59 in Cys38-Cys48). 
Tiroglobulinska domena je sestavljena iz β-ploskve, ki jo sestavljata dva antiparalelna β-
trakova, tiroglobulinske zanke in ene α-vijačnice. Dodatno je stabilizirana s tremi disulfidnimi 
vezmi (Cys66-Cys99, Cys110-Cys116 in Cys118-Cys135). Na tiroglobulinski domeni se 
nahajata dve glikozilacijski mesti (N74 in N111). 
C-končna domena je sestavljena iz dveh α-vijačnic, ki se nahajata ob rahlo ukrivljeni β-
ploskvi, sestavljeni iz štririh antiparalelnih β-trakov. β-ploskev sestavljajo pretežno negativno 
nabiti aminokislinski ostanki. 
Ključne interakcije za tvorbo cis-dimera med dvema monomeroma so med pozitivno nabitimi 
aminokislinskimi ostanki na tiroglobulinski zanki in negativno nabitimi aminokislinskimi 
ostanki na β-ploskvi C-končne domene druegega monomera (Arg80-Glu147, Arg81-Asp194 
in  Lys83-Glu147) v povezave pa je udeležen tudi Glu187 [6].  
Na sliki 5 je prikazan monomer EpCAM. 
EpCAM je primeren kot terapevtska tarča pri zdravljenju rakavih obolenj. Zdravilne 
učinkovine delujejo na osnovi protiteles proti EpCAM. Catumaxomab je bispecifično 
protitelo, ki se veže na EpCAM in CD3, ki se nahaja na površini T-limfocitov. Delovanje 
poteko preko aktivacije imunskega sistema, ki prepozna EpCAM na površini rakavih celic 
[49]. 
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Slika 5: Monomer EpCAM. Z zeleno barvo je označena N-končna domena, z rdečo tiroglobulinska domena in z 
modro C-končna domena. 
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2 Namen dela 
 
V sklopu magistrskega dela želimo strukturno okarakterizirati zunajcelični del Trop2 in ga 
primerjati s strukturo homologa EpCAM. Proteina sta si po aminokislinskem zaporedju zelo 
podobna (48,5 % identičnost), njuna funkcija pa se le deloma prekriva, zato je karakterizacija 
strukture Trop2 ključna pri prepoznavanju tako strukturnih kot tudi na njih temelječih 
funkcijskih razlik. 
Dosedanje raziskave na Trop2 so pokazale, da je divji tip oz. glikozilirana oblika 
zunajceličnega dela zelo heterogena [27] in s tem problematična za kristalizacijo, pri 
popolnoma neglikoziliranemu mutantu pa prihaja do neželenega obarjanja pri višjih 
koncentracijah proteina. Težave so prav tako povzročale kontaminirajoče proteaze, ki so v 
sicer na videz čistih vzorcih proteina slednjega popolnoma cepile na za cepitev občutljivem 
delu (znotraj tiroglulinske domene). 
Naš namen je pripraviti delno glikozilirano obliko zunajceličnega dela Trop2 (Trop2EX; z 
mutiranjem izbranih glikozilacijskih mest), s čimer bi rešili problem heteroglikoziliranosti in 
ohranili topnost. Protein želimo izraziti v večjih količinah in ga očistiti do visoke stopnje 
čistosti, ga kristalizirati in posneti difrakcijski vzorec ter rešiti strukturo zunajceličnega dela 
Trop2. 
Naši hipotezi sta: 
1. Z ugasnitvijo nekaterih glikozilacijskih mest lahko povečamo homogenost 
proteinskega vzorca, hkrati pa ohranimo visoko topnost proteina. 
2. Strukturi zunajceličnih delov EpCAM in Trop2 sta sicer podobni, se pa v določenih 
regijah razlikujeta, kar vpliva na njune funkcijske razlike. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Kemikalije 
Uporabljene kemikalije so navedene v tabeli 1.  
Tabela 1: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalije Proizvajalec 
agaroza Sigma 
akrilamid:bisakrilamid Sigma 
amonijev sulfat Fluka 
ampicilin Thermo Scientific 
APS Acros Organics 
BamHI in pripadajoči pufer Thermo Scientific 
BglII in pripadajoči pufer Thermo Scientific 
bromfenolmodro Sigma 
CBB QIAGEN 
dH2O FKKT, Katedra za biokemijo 
DNA-ligaza T4 in pripadajoči pufer Thermo Scientific 
DTT Thermo Scientific 
EDTA Invitrogen 
gentamicin Thermo Scientific 
glicin Thermo Scientific 
HEPES Thermo Scientific 
imidazol Sigma 
Insect-Xpress (medij za gojenje insektnih celic) Lonza 
IPTG Thermo Scientific 
izopropanol Sigma 
kanamicin Thermo Scientific 
koktajl inhibitorjev proteaz (#1861281) Thermo Scientific 
komplet E.Z.N.A. Gel Extraction Kit Omega Biotek 
komplet GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific 
kristalizacijski test Additive Screen  Hampton Research 
kristalizacijski test JBScreen Wizard 1&2 Jena Bioscience 
kristalizacijski test JBScreen Wizard 3&4 Jena Bioscience 
kristalizacijski test JCSG-Plus Eco Screen Molecular Dimensions 
kristalizacijski test Morpheus Molecular Dimensions 
kristalizacijski test SG1 Eco Screen Molecular Dimensions 
kvasni ekstrakt BioLife 
lestvica GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific 
lestvica GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Thermo Scientific 
lestvica Unstained Protein MW Marker Thermo Scientific 
MES Sigma 
mešanica dNTP Thermo Scientific 
Na-acetat trihidrat Sigma 
NaCl Gram-Mol 
NaDS Sigma 
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ocetna kislina Gram-Mol 
PEG 1500 Sigma 
PEG 3350 Sigma 
PEG 8000 Sigma 
pepton Fluka 
Phusion polimeraza in pripadajoči pufer GC 
(5×) 
Thermo Scientific 
pufer LD (6×) Thermo Scientific 
pufer TAE (10×) Invitrogen 
TEMED BioRad 
tetraciklin Thermo Scientific 
transfekcijski reagent TurboFect Thermo Scientific 
Tris Sigma 
Trop2EX wt (gTrop2) Miha Pavšič, doktorat, UL FKKT 
Trop2EX wt (wtTrop2) Jernej Vidmar, diploma, UL FKKT 
Trop2EX
Δ/N 
(ngTrop2) Tilen Vidmar, doktorat, UL FKKT 
X-gal Sigma 
XhoI in pripadajoči pufer Thermo Scientific 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
Uporabljena laboratorijska oprema je navedena v tabeli 2. 
Tabela 2: Seznam laboratorijske opreme. 
Oprema Ime Proizvajalec 
aparatura za AGE B1 Owl Separations System, ZDA 
aparatura za PAGE Mini-PROTEAN Tetra 
System 
BIO-RAD, ZDA 
centrifuga 5424 R Eppendorf, Nemčija 
MiniSpin Plus
TM
 Eppendorf, Nemčija 
Sorvall RC 6+ Thermo Scientific, ZDA 
CD spektrometer 62A DS Aviv Biomedical, ZDA 
digestorij Secuflow Waldner, Nemčija 
FPLC ÄKTAFPLC Amersham Biosciences, UK 
inkubator BD Binder, Nemčija 
kolona za gelsko kromatografijo Superdex 200 10/300 
GL 
GE Healthcare, UK 
kolona za IMAC cOmplete His-Tag 
Purification Column 
Roche Diagnostics, Nemčija 
kolona za ionsko-izmenjevalno 
kromatografijo 
Bioscale S2 Column BIO-RAD, ZDA 
koncentrator miVac Duo 
Concentrator 
GeneVac, UK 
laminarij MC 12-3 Iskra PIO, Slovenija 
magnetni mešalnik FB15045 Fischer Scientific, ZDA 
naprava za PCR Veriti 96 Well Thermal 
Cycler 
Applied Biosystems, ZDA 
pH meter SevenEasy Mettler Toledo, ZDA 
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robot za pipetiranje nanolitrskih 
količin 
Crystal Gryphon Art Robbins Instruments, ZDA 
sistem za merjenje dinamičnega 
in statičnega sipanja laserske 
svetlobe 
3D DLS LS Instruments, Švica 
sistem za slikanje gelov MiniBis Pro DNR Bio-Imaging Systems, 
Izrael 
spektrofotometer NanoDrop 2000C Thermo Scientific, ZDA 
stresalnik Innova 4230 New Brunswick Scientific, 
Kanada 
svetlobni mikroskop Leica MZ75 Leica Microsystems, Nemčija 
tehtnica WLC 2A/A2  Radwag, Poljska 
termoblok Bio-TDB100 BIOSAN, Latvija 
vir napetosti MP-300V Major Science, ZDA 
Power Pack P25 Biometra, Nemčija 
 
3.1.3 Nukleotidno in aminokislinsko zaporedje zunajceličnega dela proteina Trop2 
(Trop2EX) 
Kot predlogo smo uporabili cDNA-klon za Trop2 (RZPD, številka klona IRALp962I2113Q) 
in Trop2EX konstrukt #6 (Miha Pavšič, doktorat, UL FKKT). Nukleotidno in aminokislinsko 
zaporedje Trop2EX s heksahistidinsko oznako je prikazano na sliki 6. 
 
Slika 6: Nukleotidno in aminokislinsko zaporedje Trop2EX s heksahistidinsko oznako. Signalni peptid je 
prikazan z rumeno, N-končna regija z zeleno, tiroglobulinska domena s sivo, C-končna regija z oranžno in 
heksahistidinska oznaka z modro barvo. 
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3.1.4 Začetni oligonukleotidi 
V nukleotidno zaporedje za Trop2EX smo uvedli mutacije z uporabo ustreznih 
oligonukleotidov (tabela 3). Vse asparagine, ki so prisotni pri N-glikozilaciji smo zamenjali z 
glutamini, saj gre v tem primeru za najmanjšo možno mutacijo brez spremembe naboja. Na 5'-
strani nukleotidnega zaporedja smo uvedli zaporedje, ki ga prepozna restriktaza BglII. Na 3'-
strani nukleotidnega zaporedja smo uvedli zaporedje heksahistidinske oznake in zaporedje, ki 
ga prepozna restriktaza XhoI. 
Tabela 3: Seznam uporabljenih oligonukleotidov. 
Ime 
oligonukleotida 
Uvedena 
mutacija 
F/R Zaporedje (5'3’) Tm 
[°C] 
Trp2ECBac-N / F GGAAGATCTATGGCTCGGGGCCCCGGCCTC
G 
82 
Trp2ECBac-C / R CCGCTCGAGCTAGTGATGGTGATGGTGATG
GGTGAGGCGCTTCATGGAGAACTTCGGG 
89 
Trp2ECBacd1 N33Q F ACGGCCGCGCAGGACCAATGCACGTGTCCC
ACC 
83 
Trp2ECBacd1r N33Q R GGTGGGACACGTGCATTGGTCCTGCGCGGC
CGT 
83 
Trp2ECBacd2 N120Q F AAGGCGCGCCAGTGCCAACAGACGTCGGTG
TGC 
82 
Trp2ECBacd2r N120Q R GCACACCGACGTCTGTTGGCACTGGCGCGC
CTT 
82 
Trp2ECBacd3 N168Q F ACCGCCGGCGCCTTCCAACACTCAGACCTG
GAC 
82 
Trp2ECBacd3r N168Q R GTCCAGGTCTGAGTGTTGGAAGGCGCCGGC
GGT 
82 
Trp2ECBacd4 N208Q F ATCGAGCTGCGGCAGCAAACGTCTCAGAAG
GCC 
79 
Trp2ECBacd4r N208Q R GGCCTTCTGAGACGTTTGCTGCCGCAGCTC
GAT 
79 
pFBr / R ACAAATGTGGTATGGCTGATT 55 
 
3.1.5 Vektor pFastBac1 
Plazmidni vektor pFastBac1 je velik 4775 bp. Vsebuje dve mesti začetka podvojevanja DNA. 
pUC ori je mesto začetka podvojevanja DNA v bakterijah, f1 ori pa mesto začetka replikacije 
za proizvodnjo enoverižne DNA. Na vektorju pFastBac1 se nahajata polihedrinski promotor, 
ki omogoča izražanje proteinov v insektnih celicah, in poliadenilacijski signal, ki ustavi 
transkripcijo. Med obema se nahaja multiplo klonirno mesto (slika 7), ki omogoča vstavitev 
inserta. Levo in desno se nahajata transpozicijski mesti Tn7L in Tn7R, preko katerih del 
vektorja z našim insertom prenesemo na bakmidno DNA, vektor pFastBac1 pa nosi tudi zapis 
za odpornost proti ampicilinu in gentamicinu, zato lahko izvajamo selekcijo na gojišču z enim 
ali drugim antibiotikom. 
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Slika 7: Vektor pFastBac1. 
3.1.6 Bakmid  
Del vektorja pFastBac1 z insertom smo s transpozicijo premaknili na bakmidno DNA (slika 
8). Transpozaze prestavijo del našega vektorja na gen LacZ, ki nosi zapis za encim β-
galaktozidazo. V gojišču z dodatkom IPTG induciramo izražanje β-galaktozidaze. Ob dodatku 
sintetičnega substrata X-gal β-galaktozidaza cepi na moder produkt. Kjer poteče transpozicija 
našega vektorja na bakmid je gen za β-galaktozidazo okvarjen, kolonije pa ostanejo bele. 
Bakmid nosi še zapis za odpornost proti kanamicinu, YFP in ima okvarjen gena za proteazo 
V-CATH, ki lahko cepi naš protein, in hitinazo. 
 
Slika 8: Bakmidna DNA [50]. 
3.1.7 Uporabljeni sevi celic 
Pri delu smo uporabili bakterijske celice E. coli  seva DH5α, bakterijske celice E. coli seva 
DH10MultiBac in insektne celice Sf9 iz organizma Spodoptera frugiperda.  
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3.1.8 Gojišča  
Za gojenje celic smo uporabili več vrst gojišč, ki so prikazana v tabeli 4. 
Tabela 4: Seznam uporabljenih gojišč. 
Gojišče Sestava 
agar gojišče LB 10 g peptona   
5 g kvasnega ekstrakta   
10 g NaCl 
800 ml dH2O 
nastavimo pH na 7,5  
15 g agarja, ki ga stalimo v mikrovalovni 
pečici  
dH2O do 1 l  
avtoklaviranje gojišča in nalivanje v 
petrijevke 
agar gojišče LBA pred nalivanjem gojišča v petrijevke dodamo 
ampicilin (100 g/l) v staljeno gojišče LB z 
agarjem 
agar gojišče LB-GTK/X-gal/IPTG pred nalivanjem gojišča v petrijevke dodamo 
gentamicin (7 g/l) 
tetraciklin (10 g/l) 
kanamicin (50 g/l) 
IPTG (40 g/l) 
X-gal razopljen v DMSO (100 g/l) 
v staljeno agar gojišče LB 
tekoči medij LB 10 g peptona  
5 g kvasnega ekstrakta  
10 g NaCl  
800 ml dH2O  
nastavimo pH na 7,5 
dH2O do 1 l  
tekoči medij LBA v tekoči medij LB dodamo ampicilin do 
koncentracije 100 g/l 
tekoči medij LB-GTK v 400 ml tekočega LB medija dodamo: 
gentamicin (7 g/l) 
tetraciklin (10 g/l) 
kanamicin (50 g/l) 
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3.1.9 Pufri 
Uporabljeni pufri in njihova sestava je navedena v tabeli 5. 
Tabela 5: Seznam uporabljenih pufrov. 
Pufer Sestava 
10× NaDS PAGE pufer 30 g Tris 
144 g glicin 
10 g NaDS 
dH2O do 1 l 
5× nanašalni pufer za NaDS PAGE z 
reducentom 
250 mM Tris 
30 % glicerol 
10 % NaDS 
0,5 % bromfenolmodro 
0,1 M DTT 
dializni pufer 20 mM HEPES, pH 8,0 
100 mM NaCl 
IEX elucijski pufer 20 mM HEPES, pH 6,8 
100 mM NaCl 
IEX vezavni pufer 20 mM HEPES, pH 6,8 
IMAC elucijski pufer 20 mM Tris, pH 8,0 
200 mM NaCl 
500 mM imidazol 
IMAC vezavni pufer 20 mM Tris, pH 8,0 
400 mM NaCl 
pufer TAE 40 mM Tris, pH 8,0 
20 mM ocetna kislina 
1 mM EDTA 
pufer TE 10 mM Tris, pH 8,0 
1 mM EDTA 
pufer za koncentracijski gel za NaDS PAGE 0,5 M Tris, pH 6,8 
pufer za ločevalni gel za NaDS PAGE 1,5 M Tris, pH 8,8 
raztopina za barvanje gelov po NaDS PAGE Raztopina A: 
10 % ocetna kislina 
60 % metanol 
2,5 g/l CBB 
 
Raztopina B: 
71 ml 70 % etanol  
70 ml ocetna kislina 
dH2O do 1 l 
 
Zmešamo 25 ml raztopine B in 25 ml 
dH2O in nato dodamo 650 µl raztopine A 
SEC pufer 20 mM HEPES, pH 8,0 
100 mM NaCl 
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3.2 Metode 
3.2.1 Verižna reakcija s polimerazo 
Verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo uporabili za uvedbo mutacij na DNA zapisu za 
zunajcelični del Trop2, za izbiro rekombinantnih vektorjev in bakmidov, ki vsebujejo želen 
vključek. 
Mutacije smo na glikozilacijska mesta uvedli preko treh korakov PCR. Iz zapisa za divji tip 
Trop2EX in konstrukta #6, smo pripravili štiri konstrukte z različnimi kombinacijami 
mutiranih glikozilacijskih mest (slika 9). Na glikozilacijskih mestih smo mutirali asparagin v 
glutamin, saj gre v tem primeru za najmanjšo mutacijo, kjer se ne spremeni naboj 
aminokislinskega ostanka. Izbrali smo konstrukt, ki ima mutirana glikozilacijska mesta 2, 3 in 
4 (Trop2EX(1XXX)), konstrukt, ki ima mutirano prvo glikozilacijsko mesto 
(Trop2EX(X234)), konstrukt, ki ima mutirani drugo in četrto glikozilacijsko mesto 
(Trop2EX(1X3X)), ter konstrukt, ki ima mutirani prvo in tretje glikozilacijsko mesto 
(Trop2EX(X2X4)). 
 
Slika 9: Uporabljeni in narejeni konstrukti DNA. Zelen krog predstavlja glikozilacijsko mesto, rdeč pa 
mutirano glikozilacijsko mesto. 
 
Potek reakcij je shematsko prikazan na sliki 10. Reakcijske zmesi so navedene v tabeli 6, 
temperaturni program pa v tabeli 7. 
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Slika 10: Shematski prikaz PCR. A) Sinteza Trop2EX(1XXX); B) Sinteza Trop2EX(X234); C) Sinteza 
Trop2EX(1X3X); D) Sinteza Trop2EX(X2X4). 
 
                                                Tabela 6: Reakcijska zmes za PCR. 
Reagent Volumen [μl] 
dH2O 31 (30) 
DMSO 1,5 
pufer GC (5×) 10 
mešanica dNTP (10 mM) 1 
oligonukleotid F (10 mM) 2,5 
oligonukleotid R (10 mM) 2,5 
matrična DNA 1 1 
matrična DNA 2 0 (1) 
polimeraza Phusion (2 U/µl) 0,5 
                               50 
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              Tabela 7: Temperaturni program PCR. 
Stopnja Temperatura [°C] Čas  Število ciklov 
začetna denaturacija 95 3 min 1 
denaturacija 95 45 s  
30 prileganje oligonukleotidov 60 – 0,3/cikel 45 s 
podaljševanje verige 72 1 min 
končno podaljševanje verige 72 5 min 1 
 
Uporabljene matrične DNA in začetni oligonukleotidi za vsako reakcijo so navedeni v tabel 8. 
Tabela 8: Kombinacije matrične DNA in oligonukleotidov za PCR. 
Reakcija Matrična DNA  1 Matrična DNA 2 oligonukleotid F oligonukleotid R 
PCR1 wt Trop2EX / Trp2ECBac-N Trp2ECBacd2r 
PCR2 konstrukt #6 / Trp2ECBacd2 Trp2ECBac-C 
PCR3 wt Trop2EX / Trp2ECBac-N Trp2ECBacd1r 
PCR4 wt Trop2EX / Trp2ECBacd1 Trp2ECBac-C 
PCR6 wt Trop2EX / Trp2ECBacd2 Trp2ECBacd4r 
PCR7 wt Trop2EX / Trp2ECBacd4 Trp2ECBac-C 
PCR9 wt Trop2EX / Trp2ECBacd1 Trp2ECBacd3r 
PCR10 wt Trop2EX / Trp2ECBacd3 Trp2ECBac-C 
PCR11 PCR1 PCR2 Trp2ECBac-N Trp2ECBac-C 
PCR12 PCR3 PCR4 Trp2ECBac-N Trp2ECBac-C 
PCR13 PCR1 PCR6 Trp2ECBac-N Trp2ECBacd4r 
PCR14 PCR3 PCR9 Trp2ECBac-N Trp2ECBacd3r 
PCR15 PCR7 PCR13 Trp2ECBac-N Trp2ECBac-C 
PCR16 PCR10 PCR14 Trp2ECBac-N Trp2ECBac-C 
 
Reakcijske zmesi za PCR na osnovi kolonije so navedene v tabeli 9, temperaturni program pa 
v tabeli 10. Matrično DNA smo v tem primeru v reakcijsko mešanico prenesli tako, da smo se 
kolonije dotaknili s sterilnim zobotrebcem in jo nato pomešali v reakcijsko mešanico.  
                                                 Tabela 9: Reakcijska zmes PCR na osnovi kolonije. 
Reagent Volumen [μl] 
dH2O 12,8 
DMSO 0,6 
pufer GC (5×) 4 
mešanica dNTP (10 mM) 0,4 
Trp2ECBacd4 (10 mM) 1 
pFBr (10 mM) 1 
matrična DNA  nekaj celic 
polimeraza Phusion (2 U/µl) 0,2 
                               20 
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             Tabela 10: Temperaturni program PCR na osnovi kolonije. 
Stopnja Temperatura [°C] Čas Število ciklov 
začetna denaturacija 95 3 min 1 
denaturacija 95 15 s  
30 prileganje oligonukleotidov 62 15 s 
podaljševanje verige 72 40 s 
končno podaljševanje verige 72 5 min 1 
 
Produktom PCR smo smo dodali 6× LD pufer in jih nanesli na AGE. 
 
3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je metoda za ločevanje DNA po njeni velikosti. 
Uporabili smo jo za analizo produktov po končanih reakcijah PCR. 
 
Zatehtali smo ustrezno količino agaroze (1,5 % zamreženost gela) in jo prenesli v 
erlenmajerico. Dolili smo ustrezen volumen TAE pufra in segreli v mikrovalovni pečici, 
dokler se agaroza ni stalila. Raztopljeni agarozi smo dodali 6 µl EtBr, dobro premešali in 
nalili v kadičko. Vzorce smo nanesli v žepke ob negativni elektrodi. AGE je potekala 
približno 40 minut pod enosmerno električno napetostjo. DNA smo nato v gelu detektirali s 
pomočjo transluminatorja. 
 
DNA smo iz gela izolirali po protokolu priloženem kompletu reagentov E.Z.N.A. Gel 
Extracion Kit. Koncentracijo in čistost izolirane DNA smo določili z merjenjem absorbance 
pri 260 nm. 
 
3.2.3 Rezanje vektorja in insertov z restrikcijskimi endonukleazami 
Končne produkte PCR (inserti) in vektor pFastBac1 smo nato rezali z restrikcijskimi 
endonukleazami. Produkte PCR smo rezali z XhoI in BglII, vektor pFastBac1 pa z XhoI in 
BamHI. BglII in BamHI po rezanju pustita kompatibilne lepljive konce, kar nam je 
omogočilo, da lahko inserte in vektor zlepimo skupaj z ligacijo. Reakcijske mešanice so 
prikazane v tabelah 11 in 12. Prva restrikcija z XhoI je potekala preko noči pri 37 °C. 
Produkte smo nanesli na AGE, DNA pa smo iz gela izolirali po protokolu priloženem 
kompletu reagentov E.Z.N.A. Gel Extracion Kit in eluirali s 50 μl dH2O. 
                                            Tabela 11: Restrikcija mešanica z XhoI. 
Reagenti V [µl]  Reagent V [µl] 
pFastBac1 30  insert 20 
XhoI 2,5  XhoI 1 
pufer R (10×) 3,7  pufer R (10×) 2,5 
                           36,5                            23,5 
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Druga restrikcija z BglII/BamHI je potekala 2 uri in pol pri 37 °C. Produkte smo nanesli na 
AGE, DNA pa smo iz gela izolirali po protokolu priloženem kompletu reagentov E.Z.N.A. 
Gel Extracion Kit in eluirali s 50 μl dH2O. 
                         Tabela 12: Restrikcijska mešanica z BamHI/BglII. 
Reagenti V [µl]  Reagenti  V [µl] 
pFastBac1, rezan z XhoI 30  insert, rezani z XhoI 50 
BamHI 1,5  BglII 1 
pufer BamHI-Lsp1109I 
(10×) 
3,5  pufer O (10×) 5,7 
                                            35                                       56,7 
 
3.2.4 Ligacija insertov v vektor 
Rezane inserte in vektor smo ligirali. Ligacijska mešanica je prikazana v tabeli 13. Ligacija je 
potekala 45 minut pri sobni temperaturi.  
                             Tabela 13: Ligacijska mešanica. 
Reagent V [µl] 
vektor 0,8 
insert 6,2 – 12,9 (odvisno od koncentracije inserta) 
dH2O 10,8 – 4,1 (odvisno od koncentracije inserta) 
pufer T4 (10×) 2 
DNA-ligaza T4 0,2 
                              20 
 
3.2.5 Transformacija bakterijskih celic E. coli DH5α 
V mikrocentrifugirko s 100 µl kulture celic E. coli DH5α smo dodali 10 µl produkta ligacijske 
mešanice, kar smo inkubirali 30 minut na ledu. Izvedli smo toplotni šok 45 s pri 42 °C, 
mešanico nato inkubirali 1 minuto na ledu in dodali 800 µl tekočega LB medija. Vse skupaj 
smo stresali 1 uro pri 37 °C, nato pa smo mešanico centrifugirali 2 minuti pri 3.000 rpm in 
odstranili 800 µl supernatanta. Celice smo resuspendirali in jih s steklenim trikotnikom 
razmazali na agarne LBA plošče, ki smo jih inkubirali preko noči pri 37 °C.  
Posamezne kolonije smo precepili na svežo agarno LBA ploščo in izvedli PCR na osnovi 
kolonije. Kolonije, ki so vsebovale želen insert, smo s sterilnim zobotrebcem prenesli v tekoč 
LBA medij in jih inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo jih izolirali po protokolu 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit. 
3.2.6 Transformacija bakterijskih celic E. coli DH10MultiBac 
V mikrocentrifugirko s 100 µl kulture celic E. coli DH5α smo dodali 0,5 µl našega vektorja z 
insertom, kar smo inkubirali 30 minut na ledu. Izvedli smo toplotni šok 45 s pri 42 °C, 
mešanico nato inkubirali 1 minuto na ledu in dodali 800 µl tekočega LB medija. Vse skupaj 
smo stresali preko noči pri 37 °C, nato pa smo mešanico centrifugirali 2 minuti pri 3.000 rpm 
in odstranili 800 µl supernatanta. Celice smo resuspendirali in jih s steklenim trikotnikom 
razmazali na agarne LB-GTK/X-gal/IPTG plošče, ki smo jih inkubirali dva dni pri 37 °C. 
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Po dveh dneh smo za vsak konstrukt s sterilnim zobotrebcem prenesli nekaj kolonij bele barve 
na nove agarne LB-GTK/X-gal/IPTG plošče in jih inkubirali dva dni pri 37 °C. Nekaj belih 
kolonij smo prenesli v tekoč medij LB-GTK in jih inkubirali preko noči pri 37 °C. 
3.2.7 Izolacija bakmidne DNA 
Za izolacijo bakmidne DNA smo uporabili reagente in protokol GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit. Po dodatku nevtralizacijskega pufra smo vzorce inkubirali 10 minuta na ledu in jih nato 
centrifugirali 10 minut pri 15.000 rpm. V sveže mikrocentrifugirke smo dodali 800 
izopropanola in 700 µl supernatanta. Mikrocentrifugirke smo nekajkrat obrnili na glavo in jih 
inkubirali 10 minut na ledu. Vzorce smo centrifugirali 15 minut pri 15.000 rpm. Supernatant 
smo odpipetirali, peletu pa dodali 500 µl 70 % etanola. Mikrocentrifugirke smo nekajkrat 
obrnili na glavo in jih nato centrifugirali 5 minut pri 15.000 rpm. Supernatant smo odstranili, 
pelet pa posušili in ga raztopili v 50 µl pufra TE. 
3.2.8 Transfekcija insektnih celic Sf9 
2 ml insektnih celic Sf9 s koncentracijo 0,4 × 10
6 
celic/ml smo odpipetirali na ploščo s šestimi 
vdolbinami in jih inkubirali 30 minut pri 27 °C. Za vsak konstrukt smo pripravili dve 
raztopini – 100 µl medija za insektne celice + 8 µl bakmidne DNA, in 100 µl medija za 
insektne celice + 4 µl  transfekcijskega reagenta. Obe raztopini smo zmešali skupaj in 
inkubirali 20 minut pri sobni temperaturi. Po 20 minutah smo dodali 800 µl medija za 
insektne celice in z njim zamenjali medij na ploščah s šestimi vdolbinami. Plošče smo 
inkubirali 4 ure pri 27 °C. Po štirih urah smo medij odstranili in ga zamenjali z 2 ml medija za 
insektne celice. Plošče smo inkubirali tri dni pri 27 °C v škatli z vlažno papirnato brisačo. 
Uspešnost transfekcije smo preverili pod svetlobnim mikroskopom. Medij smo po transfekciji 
prenesli centrifugirko in ga centrifugirali 5 minut pri 1500 rpm. Supernatant smo prenesli v 
sterilno centrifugirko in ga shranili pri 4 °C v temnem prostoru kot virusno zalogo V0. 
Za amplifikacijo bakulovirusa smo pripravili 25 ml celične kulture Sf9 z gostoto 1,0 × 10
6 
celic/ml in jim dodali 2 ml virusne zaloge V0. Amplifikacija je potekala tri dni pri 27 °C. Po 
treh dneh smo uspešnost amplifikacije preverili pod fluorescenčnim mikroskopom. Celično 
kulturo smo prenesli v centrifugirko in jo centrifugirali 5 minut pri 1500 rpm. Supernatant 
smo prenesli v sterilno centrifugirko in ga shranili pri 4 °C v temnem prostoru kot virusno 
zalogo V1. Za drugo amplifikacijo smo uporabili enak postopek, le da smo uporabili 100 ml 
celične kulture Sf9 z gostoto 1,0 × 10
6 
celic/ml in jim dodali 4 ml virusne zaloge V1. 
3.2.9 Izražanje delno glikoziliranih oblik Trop2EX 
Za poskusno izražanje proteinov smo 270 ml celične kulture Sf9 z gostoto 1,4 × 10
6 
celic/ml 
dodali 30 ml virusne zaloge V2 in inkubirali tri dni pri 27 °C. 
Za izražanje proteinov v večjem merilu smo pripravili 5 × 300 ml celične kulture Sf9 z 
gostoto 1,0 × 10
6 
celic/ml in inkubirali en dan pri 27 °C ter nato dodali 30 ml virusne zaloge 
V2 v vsako erlenmajerico in inkubirali tri dni pri 27 °C. V večjem merilu smo izrazili protein 
Trop2EX(1X3X). 
Po koncu inkubacije smo vzorce centrifugirali 10 minut pri 2.000 rpm in 4 °C ter shranili 
supernatant. 
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3.2.10 Izolacija in čiščenje delno glikoziliranih oblik Trop2EX 
Po koncu inkubacije smo vzorce centrifugirali 10 minut pri 2.000 rpm in 4 °C ter shranili 
supernatant, kateremu smo dodali pufer 1,5 M Tris/HCl pH 8,0, dokler ni pH raztopine 
dosegel 8,0. Vzorce smo mešali 30 minut pri 4 °C in jih nato centrifugirali 20 minut pri 
10.000 rpm in 4 °C ter prenesli v nove čaše. 
3.2.10.1 Nikljeva-afinitetna kromatografija 
Vzorce smo s pomočjo peristaltične črpalke nanesli na nikljevo afinitetno kolono. Kolono 
smo namestili na sistem FPLC. Spirali smo jo z IMAC vezavnim pufrom, proteine pa smo 
eluirali z gradientom IMAC elucijskega pufra. Vzorce smo dializirali v dializnem črevesu 
preko noči ob konstantnem mešanju pri 4 °C. Vse vzorce smo ponovno nanesli na nikljevo 
afinitetno kolono in postopek ponovili. 
3.2.10.2 Kromatografija z ločevanjem po velikosti 
V naslednji stopnji smo vzorce očistili še s pomočjo kromatografije z ločevanjem po velikosti 
(SEC) za katero smo kot mobilno fazo uporabili SEC pufer. 
3.2.10.3 Ionsko-izmenjevalna kromatografija 
Protein smo dodatno očistili še z ionsko-izmenjevalno kromatografijo (IEX). Vzorcu smo z 
dodatkom IEX vezavnega pufra znižali pH na 6,8 in uporabili kolono z negativno nabitim 
nosilcem, kamor se je vezal naš pozitivno nabit protein. Protein smo s kolone eluirali z 
gradientom IEX elucijskega pufra. 
Po koncu vsake kromatografije smo vzorce nanesli na NaDS-PAGE. 
3.2.11 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS (NaDS PAGE) smo uporabili za 
določanje molekulskih mas proteinov in njihove čistosti. Pripravili smo 12,5 % gel. Vzorcem 
smo pred nanosom dodali  5× nanašalni pufer za NaDS PAGE z reducentom in jih inkubirali 
7 minut pri 95 °C. Gel smo po končani elektroforezi pobarvali z raztopino za barvanje gelov 
po NaDS PAGE in razbarvali z dH2O. Postopek barvanja smo po potrebi ponovili. 
3.2.12 Dinamično sipanje svetlobe 
Dinamično sipanje svetlobe smo uporabili za določitev najbolj primernega rekombinantnega 
proteina za izražanje v večjem merilu in kristalizacijo. Monokromatski vir svetlobe potuje 
skozi polarizator in vzorec  preko drugega polarizatorja na fotopomnoževalko. Metoda meri 
nihanje v intenziteti razpršene svetlobe, ki nastaja zaradi difuzije delcev. Iz rezultatov lahko 
določimo velikost posameznega delca, v našem primeru mutiranega dimera Trop2EX. 
3.2.13 Preverjanje stabilnosti Trop2EX(1X3X) 
Za preverjanje stabilnosti proteina pri sobni temperaturi smo pripravili enake koncentracije 
vzorcev Trop2EX(1X3X). En vzorec smo takoj zamrznili. Od ostalih štirih vzorcev smo 
dvema dodali koktajl inhibitorjev proteaz. Vzorec brez in z dodanimi inhibitorji smo pustili na 
sobni temperaturi 2 dni, preostala vzorca brez in z dodanimi inhibitorji pa 7 dni. 
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3.2.14 Kristalizacija proteina Trop2EX(1X3X) 
Primerne kristalizacijske pogoje za Trop2EX(1X3X) smo identificirali s komercialno 
dostopnimi presejalnimi kristalizacijskimi testi: 
 JBScreen Wizard 1&2 (JENA Bioscience), 
 JBScreen Wizard 3&4 (JENA Bioscience), 
 JCSG-Plus Eco (Molecular Dimensions), 
 Morpheus (Molecular Dimensions), 
 SG1 Eco (Molecular Dimensions). 
 
Začetne teste smo izvajali s pomočjo robota za pipetiranje, kristalizacijske nastavke pa smo 
pripravili na ploščah s po 96 vdolbinicami (SWISSCI UVXPO-3LENS) po metodi sedeče 
kapljice. Podatki o nastavitvi testov so v tabeli 14. Kristalizacijske plošče smo inkubirali pri 
temperaturi 21 °C in jih redno pregledovali smo pod svetlobnim mikroskopom. 
                 Tabela 14: Podatki o kristalizaciji. 
proteinski pufer 20 mM HEPES, pH 8,0; 100 mM NaCl 
koncentracija proteina 12 mg/ml 
sestava kapljice 1 μl raztopine proteina + 1 μl pufra iz rezervoarja 
volumen rezervoarja 30 μl 
 
Pri izbranih pogojih, ki so dali kristale, smo sestavo kristalizacijske raztopine optimirali z 
variacijo koncentracije precipitanta, soli, proteina in vrednosti pH. 
Da bi izboljšali ločljivost difrakcijskih podatkov smo izvedli nadzorovano dehidracijo 
proteinskih kristalov na dva načina [51]:  
 s prenašanjem viseče kapljice nad raztopine s postopno povečano koncentracijo 
precipitanta v kristalizacijskem pufru in 
 s prenašanjem kristalov v kristalizacisjke raztopine z višjo koncentracijo precipitanta. 
Med vsakim prenosom smo počakali 48 ur, da je prišlo do ekvilibracije. Koncentracijo 
precipitanta (amonijevega sulfata) smo povečevali v korakih po  5 %; iz začetne koncentracije 
1,5 M smo prišli do končne koncentracije 2 M. 
V želji po pridobitvi kristalov z boljšimi difrakcijskimi lastnostmi smo izvedli tudi 
kristalizacijo v prisotnosti kristalizacijskih dodatkov (aditivov); pri tem smo uporabili 
komercialno dostopen Additive Screen (Hampton Research). Volumen dodanih raztopin 
aditivov je bil 1/10 volumna kapljice, sestavljene iz raztopine proteina in kristalizacijskega 
pufra/raztopine. 
Kristale smo pred zamrznitvijo v tekočem dušiku prenesli v kristalizacijski pufer, ki je 
vseboval 20 % (v/v) glicerol. 
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3.2.15 Rentgenska difrakcija 
Rentgensko difrakcijo smo izvedli na žarkovni liniji XRD2 na sinhrotronu Elettra (Bazovica, 
Italija). Podatki so bili posneti pri kriopogojih pri 100 K, valovna dolžina žarka je bila 0,9789 
Å. Za posamezno sliko je bil kristal zavrten za 0,5°, skupno pa smo posneli 800 slik (celotna 
rotacija za 400°). Čas ekspozicije za posamezno sliko je znašal 0,5 s. Uporabljen je bil 
detektor Pilatus 6M (Dectris, Švica). Pri slikah s skupno daljšo ekspozicijo smo opazili 
deterioracijo difrakcije ter slabšo ločljivost in statistiko, zato smo za končno procesiranje 
uporabili zgolj prvih 180 slik (rotacija za 90°), ki so glede na prostorsko skupino kljub temu 
dale zadostno popolnost in visoko redundančnost. 
3.2.16 Določanje tridiminezionalne strukture 
Za procesiranje smo uporabili programa XDS (verzija 20190315) in xdsme (verzija 0.6.6) 
[52]. Fazni problem smo rešili z uporabo molekulske zamenjave znane strukture EpCAM s 
programom Phaser [53]. Za gradnjo tridimenzionalne strukture Trop2EX(1X3X) smo 
uporabili računalniška programa Phenix [54] (verzija 1.14-3260) in COOT [55] (verzija 
0.8.9.1). Podobnost struktur Trop2EX in EpEX smo izračunali s programom TM-align [56]. 
Za vizualizacijo struktur smo uporabljali program UCSF Chimera [57]. 
3.2.17 Izdelava slik 
Za izdelavo slik prenosa signala, načrtovanja korakov PCR in slik AGE ter SDS-PAGE smo 
uporabili program BioRender. 
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4 Rezultati in razprava 
 
V sklopu magistrske naloge smo želeli določiti strukturo proteina Trop2, ki se povečano 
izraža pri mnogih oblikah epitelijskih rakavih obolenj. Struktura Trop2 še ni bila poznana, je 
pa znana struktura njegovega paraloga EpCAM.  
Pri divjem tipu Trop2EX se pojavi heterogena glikoziliranost, kar predstavlja oviro pri 
določanju strukture proteina, saj se molekule razlikujejo med seboj in s tem manj 
učinkovito/urejeno zlagajo v kristalno mrežo. Popolnoma neglikozilirana oblika Trop2EX se 
pri visokih koncentracijah proteina reverzibilno obarja v pufrih z majhno količino soli (Miha 
Pavšič, doktorat, UL FKKT). Naša prva hipoteza domneva, da z ugasnitvijo nekaterih 
glikozilacijskih mest povečamo homogenost proteinskega vzorca in hkrati ohranimo visoko 
topnost proteina. S tem namenom smo pripravili delno glikozilirane mutirane oblike 
Trop2EX. 
4.1 Verižna reakcija s polimerazo 
4.1.1 Priprava konstruktov 
Pripravili smo zaporedja DNA z mutacijami na izbranih glikozilacijskih mestih. Vzorce smo 
nanesli na 1,5 % AGE. Rezultati vseh treh stopenj reakcij so prikazani na sliki 11.  
 
Slika 11: AGE reakcij PCR. Z zeleno so obkrožene lise, ki smo jih izrezali iz gela za nadaljnje delo. A in B) 
Produkti prve stopnje PCR; C) Produkti druge stopnje PCR; D) Produkti tretje stopnje PCR.  
4.1.2 PCR na osnovi kolonije 
Po transformaciji bakterijskih celic E. coli DH5α z vektorjem pFastBac1 z želenimi inserti 
smo s PCR na osnovi kolonije preverili, katere kolonije vsebujejo naš insert. Vzorce smo 
nanesli na 1,5 % AGE (slika 12) in ugotovili, da imajo vse izbrane kolonije naš insert. 
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Slika 12: AGE reakcij PCR na osnovi kolonije. 
4.2 Izolacija in čiščenje proteinov 
4.2.1 Nikljeva afinitetna kromatografija 
Vse štiri proteinske konstrukte smo izrazili v insektnih celicah in jih nato izolirali s pomočjo 
nikljeve afinitetne kromatografije. Kromatogrami čiščenja proteinov po nikljevi afinitetni 
kromatografiji so prikazani na slikah 13 in 14. Vzorce smo po prvi in drugi nikljevi afinitetni 
kromatografiji nanesli na 12,5 % NaDS PAGE (slika 15). 
 
Slika 13: Kromatogrami prve nikljeve afinitetne kromatografije. A) Trop2EX(1XXX); B) Trop2EX(X234); C) 
Trop2EX(1X3X); D) Trop2EX(X2X4). Zbirali smo frakcije med modrimi črtami. 
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Slika 14: Kromatogrami druge nikljeve afinitetne kromatografije. A) Trop2EX(1XXX); B) Trop2EX(X234); C) 
Trop2EX(1X3X); D) Trop2EX(X2X4). Zbirali smo frakcije med modrimi črtami. 
 
Slika 15: Na-DS PAGE proteinov po čiščenju z A) prvo; B) drugo nikljevo afinitetno kromatografijo. Lisi pri 
okoli 35 kDa predstavljajo izražene proteine, ki so heteroglikozilirani. Po drugi nikljevi afinitetni 
kromatografiji smo za primerjavo dodali še gTrop2 in Tropo2EXΔ/N. V vzorcih je še nekaj nečistoč. 
4.2.2 Kromatografija z ločevanjem po velikosti 
Proteinske vzorce smo po nikljevi afinitetni kromatografiji nanesli na kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti (slika 16), kjer smo očistili proteinske vzorce nečistoč, ki nimajo 
podobne molekulske mase naših vzorcev.  
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Slika 16: Kromatogram gelske izključitvene kromatografije. 
Delno glikozilirane mutirane oblike Trop2EX smo izrazili v bakulovirusnem sistemu 
DH10MultiBac, ki vsebuje okvarjen gen za proteazo V-CATH, ki cepi protein znotraj 
njegove tiroglobulinske domene. Delno glikozilirane mutante smo uspešno očistili z nikljevo-
afinitetno kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po velikosti. 
4.3 DLS 
Rezultati meritev DLS so pokazali, da je za nadaljnje delo najbolj primeren konstrukt 
Trop2EX(1X3X), saj tvori delce  (dimere) v velikosti okoli 4 nm, kar je zelo podobno 
velikosti dimera EpCAM. Vzorca Trop2EX(X234) in Trop2EX(X2X4) sta pri meritvi dala 
zelo šibek signal, za vzorec Trop2EX(1XXX) pa DLS meritve niso smiselne, saj se pojavijo 
agregati. 
 
4.4 Izolacija in čiščenje Trop2EX(1X3X) 
V insektnih celicah smo v večjih količinah izrazili Trop2EX(1X3X). Protein smo očistili z 
nikljevo afinitetno kromatografijo v dveh korakih (slika 17a in b) ter kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti (slika 17c). Očiščene vzorce smo nanesli na NaDS PAGE po prvi 
nikljevi afinitetni kromatografiji (slika 18a) in kromatografiji z ločevanjem po velikosti (slika 
18b). 
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Slika 17: Kromatogrami čiščenja Trop2EX(1X3X). A) prva nikljeva afinitetna kromatografija; B) druga 
nikljeva afinitetna kromatografija; C) kromatografija z ločevanjem po velikosti; D) ionsko-izmenjevalna 
kromatografija. Zbirali smo frakcije med modrimi črtami. 
 
 
Slika 18: NaDS PAGE Trop2EX(1X3X) po A) prvi nikljevi afinitetni kromatografiji; B) kromatografiji z 
ločevanjem po velikosti. NF predstavlja nevezano frakcijo, 8, 9, 10 pa številko frakcije. Lisi pri 35 kDa 
predstavljajo dve obliki Trop2EX(1X3X), ki sta heteroglikozilirani. Lisa pod 25 kDa predstavlja nečistočo, 
verjetno cepljen protein. 
Z ionsko-izmenjevalno kromatografijo (slika 17d) smo želeli očistiti nečistočo veliko malo 
manj kot 25 kDa in ločiti heteroglikozilirani obliki Trop2EX(1X3X) (slika 19). 
Heteroglikoziliranih oblik nismo uspeli ločiti, v vzorcu pa je ostala tudi nečistoča. S 
programom GelAnalyzer 2010 smo izačunali molekulske mase proteinov. Različno 
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glikozilirani obliki imata molekulski masi 31.111 Da in 29.189 Da, nečistoča pa 21.486 Da. 
Nečistoča verjetno predstavlja na tiroglobulinski zanki cepljeno obliko proteina. 
 
Slika 19: NaDS PAGE vzorcev pred in po ionsko-izmenjevalni kromatografiji. NF – nevezana frakcija. 
 
4.5 Preverjanje stabilnosti Trop2EX(1X3X) 
Vzorce, dobljene pri preverjanju proteolitske stabilnosti Trop2EX(1X3X), smo nanesli na 
12,5 % NaDS PAGE (slika 20). Rezultati so pokazali, da je Trop2EX(1X3X) obstojen na 
sobni temperaturi in da v nadaljevanju vzorcem ni potrebno dodati mešanice inhibitorjev, ki 
inhibirajo delovanje aminopeptidaz, cisteinskih, serinskih in serin/treoninskih proteaz ter 
tirozinskih fosfataz. V vzorcu niso prisotne aktivne proteaze, ki bi lahko cepile naš protein 
pod temi pogoji. 
 
Slika 20: NaDS PAGE preverjanja stabilnosti vzorcev. 0 – zamrznejen vzorec ob času 0. 2 dni in 7 dni brez (-) in 
ob dodatku (+) koktajla inhibitorjev proteaz. 
Z metodo DLS smo izbrali najbolj primeren konstrukt za izražanje v večjih količinah. 
Rezultati te metode sicer niso bili popolnoma jasni, saj se je le pri enem od konstruktov 
približno dalo določiti velikost delcev, ki ustrezajo velikosti dimera EpEX. Pri ostalih vzorcih 
so bili prisotni agregati. Ta konstrukt (Trop2EX(1X3X)) smo izrazili v večji količini in ga 
uspešno očistili z nikljevo-afinitetno kromatografijo in kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti. Dobili smo dve različno glikozilirani obliki Trop2EX(1X3X), ki smo ju poskusili 
ločiti z ionsko izmenjevalno kromatografijo, vendar neuspešno. Pred nastavitvijo presejalnih 
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kristalizacijskih testov smo preverili stabilnost proteinskega vzorca pri sobni temperaturi. 
Trop2EX(1X3X) je pri sobni temperaturi stabilen, morebitne nečistoče v obliki proteaz, ki so 
ostale v vzorcu med čiščenjem, pri teh pogojih niso aktivne, zato dodatek mešanice 
inhibitorjev proteaz za nastavitev kristalizacijskih testov ni bil poteben. Kot omenjeno se 
izražen protein pojavlja v dveh različno glikoziliranih oblikah, s čimer smo povečali 
homogenost Trop2EX v primerjavi z divjim tipom. Tekom dela se protein ni obarjal, zato 
lahko zaključimo, da prva zastavljena hipoteza drži. 
4.6 Kristalizacija proteinov 
 
Rezultati nastavljenih kristalizacijskih testov so prikazani v tabeli 15. Iz danih rezultatov smo 
pripravili tudi optimizacijo kristalizacijskih pogojev, kjer smo spreminjali koncentracijo 
proteina, precipitanta, soli in pH, pri pogojih, označenih z zeleno barvo v tabeli 15. 
 
Tabela 15: Pogoji kristalizacijskih testov pri katerih so zrastli kristali. 
Kristalizacijski test Polje Sestava Kristali 
JCSG ECO E2 2 M amonijev sulfat 
0,2 M NaCl 
0,1 M MES, pH 6,5 
veliki (slika 20b) 
SG1 ECO D5 PEG8000 (18% w/v) 
0,2 M Na-acetat trihidrat 
0,1 M MES, pH 6,5 
mikro (slika 20c) 
SG1 ECO G1 PEG8000 (20% w/v) 
0,2 M Na-acetat trihidrat 
0,1 M MES, pH 6,0 
mikro 
SG1 ECO G11 2 M amonijev sulfat 
0,2 M NaCl 
0,1 M MES, pH 6,5 
mikro 
WIZ 1&2 E4 2 M amonijev sulfat 
0,2 M NaCl 
0,1 M MES, pH 6,5 
mikro 
WIZ 3&4 G4 PEG3350 (20 % w/v) 
0,2 M NaF 
0,1 M bis-tris propan 
mikro 
WIZ 3&4 H9 PEG8000 (15 % w/v) 
2-propanol (40 % v/v) 
0,1 M imidazol, pH 6,5 
mikro 
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Najbolj optimalni pogoji za rast kristalov Trop2EX(1X3X) izvedenih z optimizacijo prvega 
pogoja (tabela 15), so: 
koncentecija proteina 10 mg/ml 
sestava kristalizacijskega 
pufra 
1,5 M – 1,7 M amonijev sulfat 
0,5 M – 0,7 M NaCl 
0,1 M MES, pH 5,8 – 6,0 
 
Kristali pripravljeni z optimizacijo drugega pogoja (tabela 15) so majhni in nepravilnih oblik 
ter imajo pogosto več kristalizacijskih jeder (slika 21d).  
Z željo po izboljšanju ločljivosti smo pripravili kristale s pomočjo dehidracije. Počakali smo, 
da so kristali zrastli in jih nato prestavljali v kristalizacijske pufre s postopoma višjo 
koncentracijo amonijevega sulfata (do 2 M). Veliko kristalov se je zaradi krhkosti med 
prenašanjem zlomilo. Tisti, za katere smo uspeli posneti difrakcijski vzorec, so sipali do 
enake ločljivosti, kot nedehidrirani kristali. 
Pripravili smo kristale z dodatkom aditivov, ki smo jih zmešali s kristalizacijskim pufrom v 
koncentracijah navedenih v navodilih proizvajalca. Takšni kristali (slika 21a) so sipali z 
najboljšo ločljivostjo. Kristali so zrastli pri pogojih z dodanim EDTA in stroncijevim 
kloridom, čeprav je pri dodatku stroncijevega klorida verjetno šlo za kristale soli (v krio-pufru 
so nastajali samodejno že pred prenosom domnevnega proteinskega kristala vanj) in jih zato 
nismo testirali za difrakcijo. 
 
Slika 21: Slike kristalov. Pogoji: A) 1,6 M amonijev sulfat, 0,5 M NaCl, 0,0133 M EDTA, 0,1 M MES, pH 5,8; B) 2,0 
M amonijev sulfat, 0,2 M NaCl, 0,1 M MES, pH 6,5; C) PEG 8000 (18 % w/v), 0,2 M Na-acetat trihidrat, 0,1 M 
MES, pH 6,5; D) PEG 8000 (18 % w/v), 0,2 M Na-acetat trihidrat, 0,1 M MES, pH 6,0. 
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Nastavili smo presejalne kristalizacijske teste, s katerimi smo določili pogoje pri katerih 
zrastejo kristali Trop2EX(1X3X). S spreminjanjem koncentracije proteina, soli, precipitanta 
in vrednosti pH smo kristalizacijske pogoje optimirali. Posneli smo difrakcijski vzorec in 
dobili ločljivost podatkov do 3,5 Å. Z željo po izboljšanju ločljivosti smo izvedli dehidracijo 
proteinskih kristalov z metodoma viseče kapljice in sedeče kapljice, kjer smo kristale 
prenašali v kristalizacijske pufre s postopno višjo koncentracijo precipitanta (iz 1,5 M do 2 M 
amonijevega sulfata). Veliko kristalov se je zaradi krhkosti zlomilo, nepoškodovani pa so 
sipali do iste ločljivosti, kot nedehidrirani. Ločljivost smo izboljšali do 2,8 Å s kristalizacijo z 
dodatkom kristalizacijskih aditivov. 
4.7 Strukturna karakterizacija 
Izbrane kristale smo zamrznili v kristalizacijskem pufru, ki je vseboval 20 % (v/v) glicerol in 
jih na sinhrotronu obsevali z rentgenskimi žarki in s pomočjo dobljenega difrakcijskega 
vzorca rešili strukturo Trop2EX(1X3X). 
Kristali, pripravljeni v kristalizacijskem pufru PEG 8000 (18 % w/v), 0,2 M Na-acetat 
trihidrat, 0,1 M MES, pH 6,5 in sorodnih optimiranih pogojih (slika 21c in d), niso sipali 
rentgenskih žarkov. 
Kristali, pripravljeni v kristalizacijskem pufru 2 M amonijev sulfat, 0,2 M NaCl, 0,1 M MES, 
pH 6,5 in sorodnih optimiranih pogojih (slika 21b), so sipali rentgenske žarke do ločljivosti 
3,5 Å. Kristali, pripravljeni z dehidracijo pri analognih pogojih, so sipali rentgenske žarke do 
ločljivosti 3,5 Å. 
Kristali, pripravljeni v kristalizacijskem pufru z dodatkom aditiva EDTA (slika 21a), so sipali 
rentgenske žarke do ločljivosti 2,8 Å. Statistični parametri posnetih podatkov so prikazani v 
tabeli 16. Difrakcijski vzorec je prikazan na sliki 22. 
 
Slika 22: Posnet difrakcijski vzorec proteina Trop2EX(1X3X). 
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Tabela 16: Statistični podatki izmerjenega difrakcijskega vzorca. Statistika za lupino z najboljšo ločljivostjo je 
prikazana v oklepajih. 
 Trop2EX(1X3X) 
Valovna dolžina [Å] 0,9789 
Ločljivost [Å] 48,38-2,80 (2,87-2,80) 
Prostorska skupina P43 2 2 
Dimenzije osnovne celice [Å] a = b = 145,083 
c = 217,769 
α = β = γ = 90° 
Število vseh refleksov 376230 
Število edinstvenih refleksov 57357 (5632) 
Popolnost podatkov (%) 99,57 (99,17) 
Wilsonov B-faktor 62,54 
Število atomov (brez vodika) 6353 
Število atomov v makromolekulah 6317 
Število atomov topila 36 
Število aminokislinskih ostanki 804 
RMS (vezi) 0,012 
RMS (koti) 1,46 
Številčnost 6,6 
Rsym 11,57 % (118,5 %) 
Ramachandranov diagram:  
     zaželjene regije (%) 82,58 
     dovoljene regije (%) 12,00 
     prepovedane regije (%) 5,42 
Nedovoljeni rotameri (%) 0,44 
Povprečen B-faktor 64,46 
Povprečen B-faktor makromolekul 64,53 
Povprečen B-faktor topila 51,97 
 
Z Xtriage smo izračunali delež topila pri različnem številu molekul v asimetrični enoti ter 
njihovo verjetnost (preko Matthewsovega koeficienta). Graf deleža topila in verjetnosti v 
odvisnosti od števila molekul v asimetrični enoti je prikazan na sliki 23. V izbranem  
proteinskem kristalu so 4 molekule proteina, kar pomeni, da je kristal sestavljen iz 73 % 
topila. 
Fazni problem reševanja strukture Trop2EX(1X3X) smo rešili z uporabo molekulske 
zamenjave z uporabo znane strukture EpCAM oz. njegovega zunajceličnega dela. Druga 
hipoteza domneva, da sta strukturi zunajceličnih delov EpCAM in Trop2 podobni, a se v 
določenih regijah razlikujeta, kar vpliva na njune funkcijske razlike.  
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Slika 23: Graf deleža topila in verjetnosti v odvisnosti od števila molekul v asimetrični enoti. Delež topila je 
prikazan v obliki stolpcev, verjetnost pa kot graf. Modra barva predstavlja izračun glede na aminokislinsko 
zaporedje Trop2EX, rdeča/oranžna pa glede na določeno molekulsko maso deljeno s povprečno maso 
aminokislinskega ostanka (110 Da).  
Na slikah 24 in 25 sta prikazani primerjavi ločljivosti (slika 24) in deleža topila v kristalu 
(slika 25) za vse strukture določene z metodo rentgenske kristalografije v bazi PDB in za vse 
strukture v tej bazi, ki so bile kristalizirane v prostorski skupini P43 2 2. V obeh primerih je 
opazno, da je struktura Trop2EX(1X3X) v območju slabše ločljivosti in deleža topila v 
kristalu. V primerjavi s strukturami, ki so kristalizirale v prostorski skupini P43 2 2, je še v 
slabšem območju tako pri ločljivosti kot deležu topila. Znano je, da je višji delež topila v 
kristalu povezan s slabšo ločljivostjo [58], kar se sklada z našimi podatki. 
 
Slika 24: Ločljivost in število struktur iz A) baze PDB; B) baze PDB – prostorska skupina P43 2 2. Z rdečo je 
pobarvano območje, kjer se nahaja struktura Trop2EX(1X3X). 
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Slika 25: Delež topila v kristalu in število struktur iz A) baze PDB; B) baze PDB – prostorska skupina P43 2 2. Z 
rdečo je pobarvano območje, kjer se nahaja struktura Trop2EX(1X3X). 
Statistični parametri določene strukture so slabi. Kristal sestavlja 73 % topila, kar je za 
proteinske kristale veliko, visok delež topila pa je povezan s slabšo ločljivostjo. Najbolj v oči 
bode delež aminokislinskih ostankov, ki se nahajajo v prepovedanem območju 
Ramachandranovega diagrama, ki znaša 5,42 %, kar je mnogo preveč od željenega deleža, ki 
znaša manj kot 0,2 %. S tem povezan je tudi delež aminokislinskih ostankov, ki se nahajajo na 
željeni regiji Ramachandranovega diagrama, ki znaša 82,58 %, kar je manj od željenih 98 %. 
V luči tega bo potrebno strukturo delno ponovno zgraditi in izpiliti. 
4.7.1 Primerjava posameznih molekul Trop2EX(1X3X) 
V eni asimetrični enoti se pojavljajo štiri molekule Trop2EX(1X3X) (slika 26). Trop2 na N-
koncu vsebuje antiparalelno β-ploskev, ki jo sestavljata β-trakova (T42-VCS45) in (Q54-
CRA57). Temu sledi α-vijačnica (K72-CLLLKAR79), kateri sledi tiroglobulinska zanka 
(S81-L103). Zanki sledi β-ploskev, ki jo sestavljata trakova (R117-QCQ120) in (R124-
CWC). C-končno regijo sestavlja β-ploskev iz štirih β-trakov (T151-HHILIDLR159; F190-
VAAVHY196; T200-IQIELR206; R255-TLIYYLD262), dve α-vijačnici (H169-
SDLDAELRRLFRER183; I219-GDAAYYFERD229) in β-ploskev (L244-RV246; E249-
PL251). Molekula Trop2EX(1X3X) ima dve glikozilacijski mesti (N33 in N168). Mesta N33 
se v strukturi ne vidi, prav tako ne sladkorja, ki je vezan nanj. Na mestu N168 se v strukturi 
vidi zelo slabo definirana elektronska gostota. 
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Slika 26: Določena struktura ene asimetrične enote. Podenota A je zelene barve, B rdeče, C modre in D 
rumene. 
Strukture posameznih podenot se med seboj razlikujejo. Na sliki 27 so prikazana 
aminokislinska zaporedja podenot in deli, ki se jih v strukturi ne vidi. Pri nobeni podenoti 
strukture ne moremo določiti N-koncu (H27-TAAQDN33) in C-koncu (S269-MKRLT274-
HHHHHH) zaporedja. Pri podenoti A se v strukturi ne vidi dela tiroglobulinske domene, ki ga 
sestavlja tiroglobulinska zanka. Podenoti B in C sta strukturno najbolj izpopolnjeni, saj v 
njuni strukturi manjka le 6 in 8 aminokislinskih ostankov. Podenota D je strukturno najslabše 
rešena. Pri njej v strukturi manjka večji C-končne domene. Podenoti A in D tvorita dimer AD 
znotraj iste asimetrične enote, B in C pa tvorita dimer BC z molekulo iz sosednje asimetrične 
enote (slika 34).  
 
Slika 27: Aminokislinska zaporedja posameznih podenot. Z rumeno so označena območja, ki se jih ne vidi v 
nobeni strukturi, z oranžno pa tista, ki se jih ne vidi pri posamezni strukturi. 
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Glede na poravnavo aminokislinskih ostankov obstaja verjetnost, da je signalni peptid pri 
Trop2 daljši in vsebuje zaporedje H27-TAA30, tako da se zaporedje Trop2EX dejansko lahko 
začne z Q31-DNCT35. 
Naredili smo superpozicijo vseh podenot (slika 28). Najbolj od ostalih treh izstopa podenota 
D. Ostale tri se dobro ujemajo v svoji strukturi, le na območju tiroglobulinske zanke so 
opazne razlike.  
 
Slika 28: Superpozicija vseh štirih podenot Trop2EX(1X3X) v asimetrični enoti. Podenota A je zelene barve, B 
rdeče, C modre in D rumene. 
Superpozicija strukturno najbolje določenih podenot B in C je prikazana na sliki 29. Pri 
določitvi strukture smo na N-končni domeni določili tri disulfidne vezi (Cys34-Cys53, Cys36-
Cys66 in Cys44-Cys55) (slika 30). Poleg tega Trop2EX(1X3X) vsebuje še tri disulfidne vezi 
(Cys73-Cys108, Cys119-Cys125 in Cys127-Cys145) v tiroglobulinski domeni, kar je klasičen 
vzorec disulfidnih vezi v tovrstnih domenah.  
V eni asimetrični enoti se nahajajo štiri molekule Trop2EX(1X3X). Tri molekule (A, B in C) 
smo lahko brez večjih težav vmestili v elektronsko gostoto, četrto (D) pa smo težje umestili v 
elektronsko gostoto, saj je le-ta zelo slabo definirana. N-končna domena podenote D je 
umestljiva v elektronsko gostoto, preostali del molekule pa le na določenih mestih. Za 
nadaljnje delo smo izbrali molekuli B in C, saj molekuli A nismo mogli določiti strukture 
tiroglobulinske zanke, ki je ključna pri dimerizaciji, prav tako pa sta bili ti dve molekule 
skoraj popolnoma strukturno rešeni in sta se med seboj povezovali v dimer. 
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Slika 29: Superpozicija podenot B (rdeča) in C (modra) Trop2EX(1X3X). 
 
Slika 30: Disulfidne vezi Cys34-Cys53, Cys36-Cys66 in Cys44-Cys55 v podenoti C Trop2EX(1X3X). 
Trop2EX je na N-koncu zgrajen iz antiparalelne β-ploskve, ki jo sestavljata β-trakova. N-
končna domena je dodatno stabilizirana s tremi disulfidnimi vezmi, katerih obstoj še ni bil 
eksperimentalno dokazan, smo pa že na začetku predvidevali, da bo njihova razporeditev 
podobna kot pri EpCAM. Naši rezultati so to potrdili. Tiroglobulinsko domeno Trop2EX 
sestavljajo α-vijačnica, tiroglobulinska zanka in β-ploskev. Znotraj tiroglobulinske domene se 
pojavljajo tri disulfidne vezi, ki so značilen za ta tip domene. C-končna regija je sestavljena iz 
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dveh β-ploskev (ene rahlo ukrivljene iz štirih β-trakov in druge, ki jo sestavljata dva kratka β-
trakova) in dveh α-vijačnic. Sladkorjev se na glikozilacijskem mestu N33 v strukturi ne vidi, 
pri glikozilacijskem mestu N168 pa je elektronska gostota zelo slabo definirana, kar je sicer 
značilnost sladkorjev vezanih na protein. 
4.7.2 Primerjava monomera Trop2EX(1X3X) z EpEX 
Določeno strukturo podenot B in C smo primerjali z monomerom EpEX (slika 31). Proteina 
se v svoji strukturi bolj očitno razlikujeta v relativni orientaciji N-končne domene glede na 
ostali del proteina (slika 32) in tiroglobulinski zanki (slika 33). 
 
Slika 31: Superpozicija monomera EpEX (oranžna) s podenotama B (rdeča) in C (modra) Trop2EX(1X3X). 
 
Slika 32: Primerjava N-končne domene EpEX (oranžna) in podenote C (modra) Trop2EX(1X3X). N-končna 
domena ima relativno različno orientacijo glede na ostali del proteina. 
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Slika 33: Primerjava tiroglobulinskih zank monomera EpEX (oranžna) in podenot B (rdeča) ter C (modra) 
Trop2EX(1X3X). 
S primerjavo strukture posameznih podenot Trop2EX z monomerom EpEX smo ugotovili 
smo, da sta si monomera Trop2EX in EpEX strukturno zelo podobna. Večina elementov 
sekundarne strukture je enakih in se pojavljajo na istih mestih v zaporedju, enako velja za 
disulfidne vezi, ki so prisotne tako v N-končni kot v tiroglobulinski domeni. Razlike se 
pojavijo v N-končni domeni, saj ima EpEX β-ploskev iz treh β-trakov, Trop2EX pa iz dveh, 
tretji pa nima konformacije, značine za β-trak, prav tako pa sta N-končni domeni v relativno 
drugačni orientaciji glede na preostali del molekule. Trop2EX ima manjšo β-ploskev na C-
končni domeni, ki je pri EpEX ni moč opaziti in se nahaja distalno od membrane. Velika 
razlika med proteinoma se pojavi pri legi tiroglobulinske zanke. 
4.7.3 Primerjava dimera Trop2EX(1X3X) z EpEX 
Strukturo dimera Trop2EX(1X3X) iz podenot B in C (slika 34) smo primerjali s strukturo 
dimera EpEX (slika 35). Slika primerjave kaže, da se proteina razlikujeta v legi sekundarnih 
struktur (α-vijačnice, β-ploskve iz štirih β-trakov) na eni izmed podenot, prav tako pa je na 
zgornji strani molekule (med N-konci) Trop2EX (1X3X) manjši žleb kot pri EpEX. N-končna 
domena ima pri EpCAM β-ploskev iz treh β-trakov, Trop2 pa le iz dveh. Na C-končni domeni 
ima Trop2 dodatno β-ploskev iz dveh kratkih β-trakov (L244-RV246; E249-PL251), ki se 
nahaja distalno od membrane. Ostale sekundarne strukture si sledijo v istem vrstnem redu. 
TM-score (ang. template modeling score) primerjave sturktur monomera EpEX in monomera 
Trop2EX znaša 0,86529. Vrednost TM-score okoli 0,9 pomeni, da imata proteina skoraj 
identično strukturo.   
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Slika 34: Dimer Trop2EX(1X3X). 
 
Slika 35: Primerjava dimerov EpEX (rdeča/oranžna) in Trop2EX(1X3X) (zelena). 
Iz primerjave struktur dimerov Trop2EX in EpEX je razvidno, da pride pri eni podenoti 
Trop2EX do zamika bližje drugi podenoti dimera kot pri EpEX. Žleb, ki se nahaja med 
podenotama proteina distalno od membrane, je pri Trop2EX opazno ožji kot pri EpEX. 
Izračunana vrednost TM-score je dokaz, da sta si strukturi Trop2EX in EpEX med seboj zelo 
podobni. Tudi druga zastavljena hipoteza drži, saj sta si strukturi Trop2EX in EpEX podobni, 
vendar se vseeno malenkostno razlikujeta.  
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4.7.4 Aminokislinski ostanki ključni za dimerizacijo 
Preverili smo, kateri aminokislinski ostanki so ključni za dimerizacijo Trop2EX(1X3X). Gre 
za interakcije med dvema aminokislinskima ostankoma na različnih podenotah dimera, in 
sicer Arg79-Arg159, Arg79-Glu254, Arg79-Arg255, Ser81-Arg159, Arg87-Glu197 (slika 
36), Thr88-His195, Thr88-Glu197, Asn100-Asp101 (slika 37), Asp101-Arg134, Asp101-
Lys231 (slika 37) in Lys231-Glu233, Glu233-Arg255. Interakcije tvorijo tudi hidrofobni 
aminokislinski ostanki in sicer Met80-Arg255, Leu89-Gln202, Val90-Leu155, Val90-His195, 
Val90-Gln202, Pro92-Tyr259, Leu97-Val133, Leu97-Tyr260, Asp99-Tyr260. Vsi kontakti so 
prikazani na sliki 38. Posamezni aminokislinski ostanki lahko tvorijo interakcije z več 
aminokislinskimi ostanki. 
 
Slika 36: Interakcija med Arg87 in Glu197. 
 
Slika 37: Interakcija Asp101 z Asn100 in Lys231. 
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Slika 38: Prikaz vseh interakcij aminokislinskih ostankov med podenotama B (rdeča) in C (modra). Za lažjo 
vizualizacijo je del podenote B izbrisan iz strukture. 
Aminokislinski ostanki, pomembni pri dimerizaciji Trop2EX, tvorijo interakcije med 
tiroglobulinsko domeno ene podenote in β-ploskvijo druge podenote. Večina jih interagira 
preko ionskih interakcij, nekaj pa tudi preko hidrofobnih. Ključni aminokislinski ostanki za 
dimerizacijo so Asp101, Glu197, Lys231, Glu233 in Glu254. Pri poskusu izražanja Trop2EX 
v monomerni obliki (Jernej Vidmar, diploma, UL FKKT) je bila izvedena mutacija 
aminokislinskih ostankov Asp101, Arg159, Glu233 in Glu254 v alanin, s čimer se izgubi 
sposobnost ionskih interakcij teh aminokislinskih ostankov. Kljub temu se je Trop2EX še 
vedno izražal v obliki dimera. Kot dimer se je izražal tudi v primeru, ko je imel skrajšano 
tiroglobulinsko zanko na kateri se nahajajo vsi aminokislinski ostanki ene podenote dimera, ki 
tvorijo interakcije z drugo podenoto proteina, kar je v nasprotju z našimi dobljenimi rezultati. 
Očitno so za stabilnost dimera pomembne še nekatere druge interakcije.  
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5 Zaključek 
 
Z metodo PCR smo uspešno uvedli mutacije na DNA zapisu za Trop2EX, izrazili delno 
glikozilirane mutirane oblike v insektnih celicah z uporabo bakulovirusnega sistema ter jih 
očistili. Kot najboljšo (najmanj heterogeno) obliko smo izbrali konstrukt Trop2EX(1X3X), ki 
ima mutirani dve glikozilacijski mesti (2. in 4.) in sicer gre za mesti, ki se na ekvivalentni 
lokaciji nahajata tudi v strukturi homolognega proteina EpCAM. 
V insektnih celicah smo uspešno izrazili Trop2EX(1X3X) v večjih količinah in ga očistili ter 
pokazali, da je pri sobni temperaturi proteolitsko stabilen. 
Pripravili smo kristale Trop2EX(1X3X) in posneli difrakcijski vzorec do ločljivosti 3,5 Å, 
kasneje pa smo ločljivost izboljšali z dodatkom aditiva EDTA do 2,8 Å. Prostorska skupina je 
P43 2 2. 
Z uporabo molekulske zamenjave ter avtomatske in ročne gradnje smo zgradilni delno 
strukturo zunajceličnega dela Trop2. V eni asimetrični enoti kristala so 4 molekule, ki tvorijo 
so vključene v tvorbo dimerov. 
Primerjava strukture s strukturo zunajceličnega dela EpCAM je pokazala, da imata strukturi 
enako razporeditev disulfidnih vezi in večino sekundarnih struktur, razlikujeta pa se po 
relativni orientaciji N-končne domene, Trop2 pa ima na C-končni domeni dodatno β-ploskev. 
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